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クコマツ葉緑体 の光合成閲連蛋に]質の構迫について
績 鞭　子
On 比e Structure of a Photosynthetic Protein　　　　　　in Black Pine Chloroplast
]『皿ko TSUDZUKI
生物材料を取り扱う学問分野においては，今後，組換えDNA 実験技術およびDNA 塩
基配列決定技術の活用が盛んになると思われる。なぜなら，遺伝子DNA の構造を明らか
にすることで，それがコードする蛋白|質などの構造も解明出来るなど，様冷か応用の退が
開かれているからである。私は，私学研修員として匡|内研修の機会を与えられた平成元年4
月から開9 万までの問，これらの技術の修得のために も古屋大学遺伝子実験施設( 施
殼長：杉浦昂弘教授) において研究を行なった。
この研究では，クロマツ葉緑体DNA の構造解析を進めたが，光合成に関与する主要な
蛋白|質をコードする遺伝子の塩基配列を解析し，これによってその蛋に3質のアミノ酸配列
を決めることが出来た。
植物の細詰内小器官である葉緑体は，光合成反応の場であって，地球上の生命活動を支
え石工ホルダーの生産を行なっている。葉緑体は独白|のDNA と蛋に]質合成系を持ち，光
合成の過程に係わる多《 の蛋 江]質を白|ら合成している。
葉緑体のDNA は,   120～]L90キ口塩基対(kbp) から なる2 本鎖の環状の分子で， 球固
の葉緑体に比較的多数の分子が存在しており，作物を中心とした多《 の植物で予め分画谷
れた葉緑体から抽出特製されている。中でも，タバコ1) イネツゼニゴヶ3)においては，既
にその全塩茶配列が決定されており，ダイス，コみ⑤　トウモロコシ，ホウレンソウなど
での解析が各謝で進められている。
これらの植物は，ゼニゴヶ以外すべて被子植物であ 呪 裸子植物の葉緑体DNA の解析
は例が少ない。マッ科の植物では，暗所でも発芽種子の緑化が進行するなど，光合成系の
発現に特徴があ 呪 その葉緑体DMA の解析は興昧深い課題であると思われる。
また同じマッ科の葉緑体D^ ヽfAについて幾つかの遺伝子の既置を検討した研究几こよれ
ば，マッ科植物の葉緑体DNA は，他の植物の葉緑体DNA で一般的な]0～76kbp におよ
ぶ逆位反復記列を持たないようである。これは，被手植物では例外的にマメ科植物だけで
報告されているもので，この点からも興味が深い。
近年， クロマツの幼葉から葉緑体DNA が岸離され5)これを用いて研究を開始した。な
お，今[目解析したのは，葉緑体チラコイド膜上に形成される光合成系n において電子伝達
に関与する蛋E白質で,P32 あるいはD  1 と呼ばれるものをコードする遺伝子であり,Hallick
ら6)によって,   psbA と命名さ れているものである。
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実験材料および方法
クロマツ葉緑体DNA ：クロマツ葉緑体DNA （以下pDNA ）については，王子製紙㈱育
種研究所亀山研究室で作成されたグリーンバンクの分与を受けた。これは，発芽後2 週間
のクロマツ（
I で1）イ固の断片に切断し，各々をpBR322 ベクターに挿入したものである。表出にそれら
のクローン名と挿入DNA の大きさを示しか。本報告では，これらのうちpPstト5   （以下，pP5
）およびpPstI-6   （以下，pP6 ）を解析の対象とした。
表1　 クロマ ツ葉緑体DNA のPst l による クローニング
Clone Name
pPstI-1
pPstI-2
pPstI-3
pPstト4pPstI-5pPstI-6pPst
ト7pPst
ト8pPst
ト9pPst
ト10pPstI-11
Vector ＝pBR322  (4.4 kbp)
Total
Flagment Size　
29.9　　　kbp　
20.6
13.8
13.7
12 レ1
9.7
??
?
??
?
2 04
?
????
?????
→
???
120∠14　kbp
制限酵素，緩衝液，培地，DMA 定量：DNA の特異的切断用の制説酵素は，TAKARA 製，TOYOBO
製，あるいはBMY 製のものを用いた。種々の反応に用いた緩衝液の組成は表（2）
に示しか。大腸菌の培養 には，YT 培地 （0.8%  Bacto Tripton, 0.5% Yeast Extract, 0.5％
ぬci ／に%  Agar: プレート用0 。6% Agar: Soft―agar用）あ るいは，2 xYT 培地 圧6%Bacto Tripton,
1.0%  Yeast Extract, 0.5% NaCl）に必要な抗生物質を添加して荊いた。
D］?ヽlA定量には,   260nm における吸光度を用い,   lO.D. ＝50μg/ml とした。
アガゴースゲル電気泳動：1  ％アガロースゲルにO.Sppm 臭化エチジウムを添加したプ
レート （5cmX 8 または17 レーン） を用いて電気泳動 を行った。 泳動はCosmoBio 製Mupid
2 を用い，TAE 緩衝液中，lOV/cm で行った。泳動 の位置マーカーには,   BromPhenol Bule
（約員）ObpのDNA に相当）を荊いた。泳動後，紫外線照射下にDNA 断片 の
位置を特定し, Poraloid写真撮影を行って各泳動断片の大きさを測定しか。サイズマーカー
には，λファージのEcoT4I 分解物あるいはびxl74 ファージのHinc II 分解物を単独ある
いは組み合わせて使用した。
形質転換，目的プラスミドの選択，大量培養：形質転換の宿主菌には,   Hanahan の方法7）
に従ってTFB 緩衝液中で処理し かコンビテント大腸菌MV1184 を用いた。これに挿入
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TE
8.0-
10
1
表2　 各種緩衝液の組成
TAE
8．0
40
1
TBE
8.0
89
2
TFB
6．2
10
10 ％
]00
?????
﹇
??
﹇??????
?
無名数の単位は,   mM
K!enow　
7.5　
100
70
Sequenase　　
7.5
200
250
100
DNA を持つベクターを加え，姉分氷冷の後2 分間42惣でピートショックを与えてからア
ンピシリン含有のYT 培地にX-j
ペクターがpUC118 Λ119の場合は川白色のコロニーを,  M13mp 圭8/19の場合は透明のプラー
クを選択した。選択したコロニーあるいはプラークは，迅速単離法(Boiling Method)8 几こ
よってプラスミドの調製を行い，ベクターと挿入DNA を分離出来る適切な制説酵素で各
プラスミドを切断し，アガロースゲル電気泳動によってそのサイズを判定した。
選択されたクリーンは，宿主大腸黄と共に2 xYT 培地で振説培養し，遠心分離後，黄
体の蛋に]成分をリゾチーム，アルカリ，界面活性剤で溶解除去し，フェノールおよびクロ
ロホルム・イソアミルアルコールでDNA 以外の成分を除去した後エタノール沈殿させ，TE
に溶解して，臭化エチジウムを添加したCsCl の遠心密度勾記法によって，単離精製
しか。
段階的欠損法( デレーション法) の適用：1  kbp 以上の挿人DNA を持つクローンについ
ては,   Yanisch－Perr皿 らの方法呪二基づいて，まず，挿入DNA とベクターのプライマー
結合部位の問において，プライマー側で3' 末端を突ぷさせて切断する制限酵素と，挿入D]
刄A側に5'末端を突出させて切断する制限酵素を作用させて，環状DNA を閲裂させた。
次にy 断端を攻撃してDMA 分解を行うエクソヌクレアーゼm を30～45 秒間隔で10段階の
時間作刑させ，挿人DNA を5'側から約300bp ずつ段階的に消化し，マングビーンヌクレ
アーゼを用いて末端を平滑化した。続いてライブーション酵素によって開裂断端を接合さ
せた。得られたデレーションクコーンを形質転換し,   Boiling Method による目的グリーン
の選択の後,   1本鎖DNA を調製しか。
1 本鎖DNA     (ssDNA) の調製：pじC118/119 ベクターを用いた場合には，これらをファー
ジ化するM13KO7 ヘルパーファージを感染させて，また，M13mpl8/19 ベクターはファー
ジであるのでそのまま2 xYT 培地で培養しか宿主黄から外液に放出されるファージからssDNA
を分離しか。遠心上清にポリエチレングリコール・NaCl を加えてDNA を沈殿さ
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せ ， こ れ をTE に 溶 解 し て， フ ェ ノ ー ル ・ クコ ロ ホ ル ムで 除 銀 に]し， 得 ら れ た 水 肩 に3]N/1
訃 飲 ナト リ ウ ム とエ タ ノ ー ル を 加 え て沈 股 ざ せ て ， 槙 製ssDWA と し た 。
ジ デ オ キ シ 法 に よ る 記 列 決 定 二得 ら れ たssDWA に つ い て ， ジ デ オキ シ法9)jo) 川) に よ り 塩
塞 記 列 決 定 の た め の放 叶 匠 ㈲位 元 素 で 標 識 さ れ たD]xrA フ ラ グ メ ン ト の作 成 を 行 っ た 。
標 識 に は32P－dCTP(Amersham 製 ニコ ー ドWo 几O 稲5) を 用 い た。
4 本 の エ ッペ ンド ル フ チ ュ ー ブド:L μg のssDINA を と り， 合 成 辞 素 と し てKlenow 熊 素
汀AKARA 製) を用 い た 場 合 ぱ ，Klenow 緩 衛 液， プ ラ イ マ ーDWA を 加 え て20 分 問20 ℃
に 保 待 し ， こ の 問 に4 穫 類 の デ 才 牛 シ ヌ クレ オチ ド と 言 冷 に1 稜 類 の ジ デ オキ シ ヌ クレ オ
チ ド を加 え た合 成 素材 滉 合 浪 を添 加 し たoG5(C 詐O 分 の ア ニ ー リ ン グ の 後 に32P ―dCTP( 飴Od/mmoI)
とKIenow 酵 素 を 加 え て 合 成 反 応 を2O 分 行 い ， チ エ イ ス 刑 の ジ デ 才 牛 シ ヌ ク レ
オチ ド 滉合 液 を加 え て 見 に2O 訃 開 反 応 を行 わ せ たo ホ ル ム ア ミ ド を添 加 し，2 分 間95七 に加
熱 し た後 氷 水 中 で 急 冷 し たo 合 成 診 崇 と し てT7 ポ リ メ ラ ー ゼ(TOYOBO 製) を 用 い た
場 合 は ，SequenaSe 緩 衛 液 ， プ ラ イ マ ーD 紺A を力口え て65 ヤ に3 竹 問 保 特 して か ら 皇 瀧 に
笑 し，DTT ， ラ べ リ ン グ滉 液 ，32P ―dCTP(1OOO( ゴ/mmoI) とT7 ボ リ メ ラ ー ゼ を 滉祁 し ，37
七 で5 竹 問 反 応 さ せ たo ホ ル ム ア ミド を添 加 し，2 づ]卜問8O ヤ に保
つた 後 氷 冷 し たo
得 ら れ た4 径 類 の塩 悲 鋸 の フ ラ ダ メ ン 卜 プ ー ル は， 首 冷3 川 をG ％ の ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル プ レ ー 卜( 淳 谷O 。35mm ， 長 さG75mm ，
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ノ酸配列への変換，既知の蛋じ］質のアミノ酸配列との類似性の判定，アミノ酸配列の構造
予測計算は,   SDC 製GEXETYX システムを用いて行った。
既に報告されたpsbA 遺伝子の検索には,   GenBank によって作成されている遺伝子記列
データベース（Release GO。0,   1989）を用いた。
結果と考察
制 限酵 素地図：pPトDNA およ びpPG-DXA はサ イズが大 きす 肌　ベ クターであるpBR322
の構造も段階的欠損法の適用に適さないので，これらの切断とpUC 系プラスミド
ベクターへの乗せ替えを行った。
この方針を立てるために，各庁のクローンについて，制説酵素地図を作成した。
表(3),   表(4)は，pp 5 ， pP6 を各種制限酵素で切断し， アガコースゲル電気泳動で測定し
た切断断片のサイズをまとめたものである。各表の㈲には，各制設酵素単独で切断しか結
果を，また㈲には，各酵素とPst l の㈲者で切断した場合の結果をまとめ光。
これらの結果と各制圧酵素がpBR322 を切断する位置から決定された各クローンの制説
酵素地図を，図川 に示しか。なお，図巾pP5 については，後にサブクローンについて周
様の処置を行って決定された制圧酵素の認識部位も加えて表示しか。
(A)
(B)
Enzyme
Flagments
TO 臨|
Enzymes
Flagments
妥3　pP5 の 各 種 制 限 酵 素 に よ る 切 断 結 果
EcoRI　　　　　　Hindlll　　　　　　PvuII　　　　　　　Sail
11 ∠L　　　　　12.0　　　　　11.5　　　　　　9.7　3.5　　　　　　
航5　　　　　　3 ．2　　　　　　6.7　1.8　　
1.8
16.4
Hindlll　
PstI
-
11.1　
3 謁
1 ．0
0.8
16 。5
Sail
PstI
-
8.3
3.8
2.9
工。5
16.5
SphI
PstI
????????
?
????
→
?
Total　　　　　　　　16.5　　　　　　16.5　　　　　　16.5　
）は， さらに小 さな断片の存在が推定されることを示す。
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16.4
PvuII
PstI
-
11.5
3.0
1.4
0.4
拓 3
Sphl
-
11。56.9
16.6
EcoRI　
PstI　
7.5　
3.6
???
?
ー?
→
?
0.7
-
16.4
Xbal
??
←
?
?
??
→
?
?????
16.8
(A)
(B)
績
表4　pP6 の各種制限酵素による切断結果
Enzyme
Flagments
Total
EcoRI-
7.6
3.8
2.6
14.0
Enzymes　　　PvuII　　　　　　
PstI
Flagments　　　9.2　　　　　　　
2.8　
1.6　
0.5
Hindlll
-
9.9　
L6　
1.6　
1.1
-
]工2
EcoRI　
PstI
??
????
??
????
? ?
????
? ?
0
Hindi 江
Pvu: 江Pst
工
8
PvuII
-
10.8
3.4
14.2
Seal
PstI
-
7 A4.21.80.8
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Seal
-
1A
? ??
?
?
?
?
? ?
14.1
Hindlll　
PstI
-
6.3　
3.5
1
1
0
6
6
9
Total　　　　　　14.1　　　　　14.2　　　　13.9　　　　13.9
（　）は，さらに小 さな断片の存在が推定されることを示す。
Sph 工
Hin
Sa:L 工
|＼　Pst エ　　Kpnl[I　
PかuエE
EcoR 工
EcoR 工
Xba 工
EcoR 工
Sea 工
EcoR 工
Pst 工
Hind: 江［I　　
EcoR 工
Pst 工
Hind|] 工
Sea 工
図l　pPstI-5 お よ びpPstI-6 の制 限 酵 素 地 図
ベク ター（pBR322 ）部分 は単線 で， 挿入DNA 部分け二重線で表示 した。放 射状 の小 目盛は，O.lkbp
を示 している。各制限酵素による切断位 置は，短い実線で示した。
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Hind 工江
丿EcoR 工
Sea 工
蜃ind 刀工
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サブクローニング：図田にまとめられた結果に基づいて,サブクローニングを行なった。pP5
については,   Pst l (3')とSph l (5')で切断した断片(5 ．5kbp) を同じ制限酵素で切開
したpUC119 ベクターに挿入して,
   pP5Sクローンを作成した。
このpP5S クローンをさらに様々な制限酵素で切断し，ベクターに挿入して多数のサブ
クローンを作成したが，プラスミドシークエンスの結果,   Pst l とSac l (5')で切断した断
片(O 。85Kbp) をpUC119 ベクターに挿入したpP5S2 と,   Kpn l (3')とEcoR I (5')で切断し
た断片(2 ．0kbp) をpUC118 ベクターに挿入したpP5S4 サブクローンについてpsbA の存
在が確かめられたので，これらについて解析を進めた。
pP6 については,   EcoRIで切断した断片(2.55kbp,    pBR322 の一部O 。75kbpを含む) を
同じ制限酵素で切開したpUC118 ベクターに挿入して,
 pP6E クローンを作成し，解析した。
これらの過程を図(2)に示す。
Pst 工
Sac 工
Pst 工
Sph 工y ／
／
／
／
／
:EcoR 工
EcoR 工
pycii8
匹
／
／　　
／
／
％
％
％
％　
％
Pst 工
ECOR 工
Pst 工
pP6E
図2　pP5,    pP6 の サ ブ クロ ーニ ング
ペクター，および挿入DNA の表示は図(1)と同様である。矢印で クローニングの方向 を示し，点線で使
用したベクターを示 しか。制限酵素の切断部位 は，関連 のある ものの みを示 した。
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EcoR 工
EcoR 工
績デレーション反応：各クローンを犬量培
養して必要なDNA を調製し,   pP5S判こ
ついてはPst IとBamH I (豹 で，またpP6E
についてはPst IとXba T で切開し
て,デレーション反応を行い,デレーショ
ンクワーンを調製しか。図⑤にpP5S判こ
ついての反応結果を示す。
シー クエ ン ス反 応 ：pP5S2 お よ びpP5S
亀pP6E の各デレーションクロー
ンについて，ssDNA の調製を行い，ジ
デ才斗シ法によって塩基配列を決定し
た。各クローンの塩基既列の重なりあう
部分を検ぷしてそれらを結合すること
で，塩基配列を読み進めた。
⇒
←
順　 子
図B　 デ レ ー シ ョン ク コ ー ン の アガ コ ー ス
ゲ ル電 気 泳 動
下向き矢印は泳動の方向を示し，右向き矢印 は，
ベクターのサ イズ（pUC118 ＝3.2kbp ） を示す。
左 右最外 側の サ イズマ ーカーは， λフ ァージのEcoT4I
分解物， その内側は， 績xl74 ファージのHindi
分解物である。
?????????
??
??
????
???
????
??
???
??
????
?
PCR 法による欠損部位の補回：得られた塩基配列を編集し，他の植物由来の既知のpsbA
遺伝子の配列と比較しかところ， ）P6EグtJ －ンに属する部分にlOObp 程度の欠損がみら
れた。しかし，光合成反応の中心的役割を担う蛋に］質の遺伝子に，そのような大規模な変
異は考えに《《 ，これは，クリ ーン調製過程において何らかの欠損が生じたものとの疑い
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図4　PC ］［そ法 を 用い たpP6E の一 部 分 の 大量 調 製
塩基配列は絹 補鎖と共 に表示 しか。,合成したプ ライマ ーの塩基配列 は，〔　〕 で囲んで
示し か。矢印 は,  DMA 合成の方向（ 引－ ≫3' ）を示 している。 水傘のペ アで示されて
いるのが，欠損部位である。 制限酵素の切断位置と点線伜 について は，本文参照。
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クコマツ葉緑体の光合成間連蛋白質の構造について
を持った。そこで，この部位の前後の確定された配列を参礎として，2 種類のプライマーDWA(
各々20bp) を作成し，これを用いてPCR 法を適用しか。テンプレートにはpDNA
を直接用いた。図倒に，このPCR 法の適用計画を示しか。欠損が予想される配列位置の
両側でテンプレートDMA と結合して合成反応のきっかけを与えるプライマー部位を選定
したが，これには，4 種類の塩基が偏りな《存在していて，また，合成されたDNA を等
しい長吝に切り出すために，お互いが挟を配列内に適切な制圧酵素の認識部位を持つ領鎖
を選んだ。
得られたDMA の塩基配列を決定したところ，期待吝れたとお呪　この部分には既に読
まれたよりも且)3多い塩基対が含まれていたので，こ牡で欠損を補った。
なお，解析の結果，この欠損部分の先頭，図中寸点線枠で囲んだ部分には，もう一つの
点線枠内と同一の配列が存在していた。こうした㈲一塩基配列の縦列は，一般にD ＼A内
部での遺伝子の転移に関係するものと考えられている。
確定府列：最終的に決定谷れたpsbA 遺伝子のアミノ酸への翻訳が行われる領鎖の塩基既
列を図川に示す。翻訳が開始されるATG コドンから，終丁するTAA コドンまでは，合
計1062の塩基で構成谷れてお肌353 個のアこノ酸をコードしている。この部分の配列に
ついて，他の植物について報告谷軋ているpsbA 遺伝子の塩基配列およびそれらがコード
するアミノ酸配列との比較を行ない，その結果を表倒に示しか。ここで比較しかどの植物
の葉緑体においても，psbA 遺伝子がコードしているア輿ノ酵の数は全て353個であ ‰
また，対応する1062塩基の配列にはどの遺伝子の場合もイントワンを☆んでいない。塩基
配列の類似度も極めて高いが，ア仁
がコードする光合成系社の蛋に]質P32 の機能が，大変重要でかつ完成されたものであるこ
とを示唆している。
弄う　種々植物葉緑体のpsbA 遺伝子の塩基配列、アミノ酸配列の比較
圭：クコマツ
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5 ：セイヨ ウカラシG
：ソラマメ
フ：ホウレ ンソウ
8 : タバコ
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Clyc緬ご揖ax
S訴Mac毎oletacea
Nico 毎n 石tabacut
祖違塩基　類似 度
(10G2)
132　　87.6 ％
131　　87.7 ％
121　　88.6 ％
114　　89.3 ％
132　　87.6 ％
123　　88 皿％
113　　89 皿％
)内 は，比較の基準 としたクロマツの塩碁　 アミノ酸数。
相違 アミノ飲 類似度
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且
1∠L
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n
且
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96
％
聯
O％6
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蛋白質の構造予測：蛋白質を構成するアミノ酸の第一次配列が決定されたので，これを手
懸りとしてその構造の解析を試みた。111(6)に 各植物のpsbA 遺伝子がコードするアミノ
飲既刊の詳綴な比較結果を示したが，変異は軋　C 赫末端に集中してお呪 既列中央部分
け極めて安定であることが判る。配列のB 番目と]25番目に良《縁存谷れたシステインが
存在するが，これらがシスチン構造をとる可能性は低いと思われる。なぜなら,   psbA遺
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績 順　 子
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60
ATGACCGCAATTATA　GAAAGACGCGAAAGC　GCAAATTTATGGAGT　CGCTTCTGCGACTGG
MetThrAlallelle　GluArgArgGluSer　Ala Λs  n  L  e  u  T  r  p  Se  r　.4rgPheCysAsF>Trp
90　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　120
ATCACTAGCACTGAA　AACCGTCTTTACATT　GGATGGTTCGGCGTC　TTGATG ΛTCCCTACC1 leThrSerThrGi u　AsnArgLeuTyrI
 1e　GlyTrpPheG ！yVal　LeuMeLIleProThr
150　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　180
CTATTGACCGCAACC　TCTGTATTCATTATT　GCTTTCATCGCAGCT　CCTCCAGTAGATATT
LeuLeuThrAlaThr　SerVaiPhelleile　AlaPhe □eAl ＆Ala　ProProVal Λspile
210　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240
G.4TGGTATTCGTG.4A　CCTGTTTCTGGTTCT　CTTCTTTATGGAAAC　AATATTATCTCCGGT
AspGlylleArgGiu　ProValSerGlySer　LeuLeuTyrGiyAsn　AsnllelleSerGly　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
270　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　300
GCCATTATTCCTACC　TCTGCAGCTATCGGT　TTGCACTTCTATCCC　ATCTGGGA ΛGCAGCTAlal lei leProThr　SerAlaA] al leGly　LeuHi
 sPheTyrPro　I  JeTrpGluAlaAla
330　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　360
TCCGTCGATGAATGG　CTATACAACGGGGGT　CCTTACGAGCT/aATC　GTTCTACACTTCCTA
SerValAspGluTrp　LeuTyrAsnGlyGly　ProTyrGluLeuI  le　ValLeuHisPheLeu
390　　　　　　　　　　　　　　　　　　　420CTTGGTGTAGCTTGC　TATATGGGTCGTGAG　TGGGAGCTTAGCTTC　CGTCTAGGTATGCGT
LeuGlyValAlaCys　TyrMetGl yArgGl u　TrpGi uLeuSerPhe　ArgLeuGlyMetArg
450　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　480
CCTTGGATTGCTGTT　GCATACTCAGCTCCT　GTTGCAGCTGCT ΛCT　GCCGTTTTCTTGATCProTrpIleAlaVa
！　AlaTyrSerAlaPro　ValAiaAlaAlaThr　AlaValPheLeuIle　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　510　　　　　　　　　　　　　　　　　
540
TACCCTATTGGTCAA　GGA ΛGCTTCTCTGAC　GGTATGCCTCTAGGA　ATCTCTGGTACTTTCTyrProIleGIyGln
 （lySerPheSerAsp　GlyMetProLeuGly　IleSerGlyThrPhe
570　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　600
AATTTCATGATTGTA　TTCCAGGCTGAGCAC　AATATCCTTATGCAT　CCATTCCACATGTTG
AsnPheMetlleVal　PheGlnAlaGluHis　Asn11eLeuMe 七His　ProPheHisMetLeu
630　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　660
GGTGTAGCTGGCGTA　TTCGGCGGCTCTCTA　TTCAGTGCTATGCAT　GGTTCTTTGGTAACT
GlyValAlaGlyVal　PheGlyGlySerLeu　PheSerAlaMet トH s　GlySerLeuValThr
690　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　720
TCCAGTTTGATCAGG　GAAACTACTGAGAAT　CAGTCCGCAAATGCA　GGTTACAAATTTGGT
SerSerLeuI  1eArg　GluThrTlirGluAsn　GlnSerAlaAsnAla　GlyTyrLysPheGly　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　750　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
780
CAGGAGGAAGAAACC　TACAATATTGTGGCT　GCTCACGGTTATTTC　GGCCGATTGATCTTC
GlnGluGluGluTiir　TyrAsnlleValAla　AlaHisGlvTyrPlie　GlyArgLeuI  lePlie
810　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　840
CAATATGCT ΛGTTTC　AACAACTCCCGTTCT　TTACATTTCTTCTTA　GCTGCTTGGCCCGTAGlnTyrAlaSerPhe　AsnAsnSerArR.Ser　LeuHisPhePheLe^u　AlaAlaTrpProVal
870　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　900
GCAGGTATCTGGTTT　ACCGCTCTAGGCATA　AGCACTATGGCTTTC　AACCTAAATGGATTC
AlaGlyl leTrpPhe　ThrAlaLeuGlylle　SerThrMetAlaPhe　AsnLeuAsnGl  vPhe;
930 960
AATTTCAACCAATCT　GTAGTTGACAGTCAA　GGCCGTGTAATTAAC　ACTTGGGCTGAT ΛTCAsnPheAsnGlnSer　VaiValAspSerGln
GlyArgValIleAsn　ThrTrpAI  aAsp  I 1e
990　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1020
ΛTTAATCGTGCTAAC　CTAGGTATGGAAGTT　ATGCACGAACGTAAT　GCTCACAACTTTCCT
1 leAsnArgAlaAsn　LeuGl yMetGliiVai　Me 七Hi sG] uArgAsn　A l aHi sAsnPhePro
1050 1062
CTGGATCTAGCCGCT　GTTGAATCTATTTCA　ATAGGTGGATAA
L  e LI A s p L e LIΛlaAla　Va]GIuSerlleSer　I  leGlyGly ＊＊＊
図5　 クロ マ ツpSbA 遺伝 子 の ア ミ ノ酵 配 列 を コ ード す る 部分 の塩 基 配 列
塩基 配列 の上 の数値は，psbA 遺伝子 のうちアミノ酸 に翻訳さ れる最初の塩基を1 とし
て付けた ものである。対応 する アミノ酸の三文字省略記号を塩基配列 の直下に示 した。
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クロマツ葉緑体の光合成関連蛋白質の構造について
伝子がコードしている353アミノ酸配列の分子量は38,000程度であり,   32,000程である最
終産物のP32蛋白よりはかなり大きく，おそらく両末端から各々数10残基，計50程のアミ
ノ酸残基の除去があると考えられるからである。
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図6　 稜 々 植 物 葉緑 体 のpSbA 遺 伝 子 が コ ー ド す る ア ミ ノ酸 配 列 の 詳 細 比 較
アミノ酸は， 一文字省略記号で表示 し，クロマツ（1: ） を基準として他はこれと相違する ア
ミノ酸のみを示し，同一 のものは,。で省略し た。 各行左 側の番号は，表倒の番号と対応し て
いる。
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図 フ　 ク ロ マ ツpsbA 遺 伝 子 が コ ー ド す る ア ミ ノ酸 配 列 の 疎水 性 ， 親水 性 の分 布
アミノ酸配列を9 7 ミ ノ酸の幅で走査し， その疎 水性親水性の程度を表示し か。縦軸 の十の
値は疎水性 を，－の値は親水性の程度 を示す。
図(7)は， クロマツpsbA 遺伝子がコードするアミノ酸配列について，疎水性および親水
性の領域がどのように分布しているかを示すハイドコパシー・ブリ ットである。図から，30
～40 アミノ酸を単位とし万疎水性あるいは親水性の領鎖の明らかな分化か認められる。
夙(フ㈲末端を除いて，　7～8 グループほどの疎水性領鎖かおるが,   Gamier らの方法川に
よれば,   113～126，1肘～163，182 ～204,   3]4～337 の領鎖にはa ヘリックスや/?シート
などの構造が予測され，蛋に]質の骨格を形成した呪P32 蛋に|質のヂラコイド膜との結合
に関与しているものと考えら吼 石。また,230 ～240 の親泉匪の領鎖は，前後を短いαヘリッ
クスで挟まれたランダムコイルと予測され，電手伝達に係わるのではないかと思われる。
なお，この領域にも幾ら加種問の変異が見られること( 図倒) は，注意すべ乱絃であるか
もしれない。
これらの予測を吝らに進めるには，配列するアミノ酸の立体的配置を求める莫大なシュ
ミレーション計算が必要であるが，最終的には,   P32蛋に]質をそれが活性を持つ形態で抽
ぶ精製して，予測結果の確認をしなくてはならない。これらは，共に今後の課題である。
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